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The development of science and technology has resulted in many mononatrium 
glutamate (MSG) flavorings which can have side effects for human health. The development 
of natural flavors needs to be done to reduce side effects for human health. Betell plant sap 
can be used as a source of protease enzymes that have the potential as active agents in flavor 
production. Flavors can be obtained from animal protein such as flying fish. The purpose of 
this study was to determine the best treatment of the enzyme biduri in producing flavored 
flying fish. This study uses a factorial completely randomized design (RALF) method with 
concentrations of 1.5%, 2.0%, and 2.5% slurry proteases with a hydrolysis duration of 30, 60, 
and 90 minutes. The results obtained indicate that the best water content at a concentration of 
1.5% hydrolysis time is 90 minutes (47,84%), dissolved protein in concentration 2.5% 
hydrolysis time 60 minutes (86,83%), total amino acids in concentration 1.5% hydrolysis time 
90 minutes (3,11%), and organoleptic value in concentration 1.5%. 
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ABSTRAK  
Perkembangan ilmu pengetahuan dan teknologi banyak menghasilkan penyedap rasa 
mononatrium glutamate (MSG) yang dapat memiliki efek samping bagi kesehatan manusia. 
Pengembangan citarasa alami perlu dilakukan untuk mengurangi efek samping bagi kesehatan 
manusia. Getah tanaman biduri dapat dimanfaatkan sebagai sumber enzim protease yang 
berpotensi sebagai agen aktif dalam produksi citarasa. Citarasa dapat diperoleh dari protein 
hewani seperti ikan layang. Tujuan penelitian ini untuk mengetahui perlakuan terbaik enzim 
protease biduri dalam menghasilkan flavour ikan layang. Penelitian ini mengunakan metode 
Rancangan Acak Lengkap Faktorial (RALF) dengan konsentrasi protease biduri 1.5%, 2.0%, 
dan 2.5% dengan lama hidrolisis 30, 60, dan 90 menit. Hasil yang diperoleh menunjukkan 
bahwa kadar air terbaik pada kosentrasi 1.5% waktu hidrolisis 90 menit (47,84%), protein 
terlarut pada konsentrasi 2.5% waktu hidrolisis 60 menit (86,83%), total asam amino 1.5% 
waktu hidrolisis 90 menit (3,11%), dan nilai organoleptik pada konsentrasi 1.5%. 
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PENDAHULUAN 
Biduri (Calotropis gigantea) merupakan 
jenis tanaman semak liar dengan ketinggian 
0,5–3 meter yang tumbuh di daerah kering 
termasuk di Sulawesi. Tumbuhan biduri 
termasuk tumbuhan tropis (Sukardan et al, 
2017). Pemanfaatan tumbuhan ini hampir 
tidak ada, kecuali batangnya sebagai kayu 
bakar, dari seluruh bagian tanaman biduri 
akan mengalir getah pada tempat yang 
dilukai atau dipotong. Menurut Mustrini et 
al. (2016) getah yang dihasilkan dari biduri 
dapat dimanfaatkan sebagai senyawa 
protease. Hasil penelitian Hardi dan 
Diharnani (2014) menunjukkan bahwa 
ekstrak dari tanaman biduri baik getah, 
batang maupun daun sangat potensial 
sebagai sumber enzim protease. Enzim 
protease biduri masuk dalam golongan 
eksopeptidase yang cocok untuk ekstraksi 
hidrolisat protein. Menurut Mayasari (2015) 
enzim protease merupakan enzim 
penghidrolisis protein yang banyak 
digunakan dalam bidang industri pangan, 
seperti pembuatan keju, penjernih bir, 
pembuatan roti, pengempuk daging dan 
hidrolisat protein. Witono et al, (2014) 
menambahkan bahwa protease dari getah 
biduri berpotensi digunakan sebagai agen 
aktif dalam produksi flavor atau citarasa. 
Salah satu faktor penentu kualitas 
makanan adalah kandungan senyawa citarasa 
(Isnidayu et al. 2020). Citarasa dapat 
diperoleh dari protein hewani dan nabati, 
salah satunya ikan layang. Hadinoto et al 
(2017) menjelaskan bahwa ikan layang 
mempunyai nilai ekonomis penting di 
wilayah Sulawesi khususnya. Ikan layang 
memiliki tekstur yang kompak, sumber 
pemenuhan protein hewani yang tinggi, 
jumlah yang melimpah dan mudah 
didapatkan. Berdasarkan data tersebut ikan 
layang sangat potensial untuk produksi 
citaras. Citarasa ikan layang yang terbentuk 
diharapkan mampu menggantikan peranan 
penyedap rasa Mononatrium Glutamate 
(MSG) yang dapat menghasilkan efek 
samping bagi kesehatan manusia apabila 
terjadi akumulasi secara terus menerus. 
Tujuan penelitian ini untuk menentukan 
perlakuan terbaik enzim protease biduri 
dalam menghasilkan flavour dari ikan layang. 
 
BAHAN DAN METODE  
Bahan dan Alat 
Bahan baku digunakan dalam 
penelitian adalah ikan layang dan getah 
biduri, buffer phospat (pH 7), ammonium 
sulfat, CMC (Carboxy Methyl Celluolse), garam, 
gula, dan aquadest. Alat yang digunakan 
dalam penelitian ini antara lain blender, 
botol fermentasi, timbangan digital 
(Quattro), labu takar (Pyrex), tabung reaksi 
(Duran), erlenmeyer 125 mL (Duran), pipet 
tetes, labu takar (Pyrex), dan pH meter 
(Hanna). 
Rancangan Penelitian 
Penelitian dirancang menggunakan 
Rancangan Acak Lengkap Faktorial (RALF) 
dengan konsentrasi protease biduri) terdiri 
atas 3 taraf meliputi : konsentrasi protease 
biduri 1.5% (w/v), 2.0% (w/v), dan 2.5% 
(w/v) dengan lama hidrolisis 30 menit, 60 
menit, dan 90 menit dengan uji lanjut 
Duncan. Untuk data organoleptik dianalisis 
menggunakan Kruskal Wallis disajikan 
dengan ANOVA. Apabila terdapat 
perbedaan yang nyata, dilanjutkan dengan uji 
Beda Nyata Jujur (BNJ). 
Isolasi Enzim Protease Biduri (Cahyono 
et al. 2018) modifikasi 
Getah tanaman biduri dikumpulkan 
pada pagi hari agar getah yang diperoleh 
lebih banyak (Elfian et al. 2017). Getah 
biduri yang terkumpul diukur volumeya 
sebanyak 600 mL dan ditetapkan 1 Liter 
menggunakan aquadest. Masukkan larutan 
getah biduri ke dalam gelas kimia, kemudian 
ditambahkan ammonium sulfat sebanyak 
650 gram (tingkat kejenuhan 65 %). 
Campuran selanjutnya didinginkan didalam 
lemari pendingin selama ±24 jam. Pisahkan 
bagian yang menggumpal dengan kertas 
saring berlipat. Endapan yang dihasilkan 
dikeringkan didalam freeze drayer pada suhu 
±45 0C hingga kering. Kemudian protease 
kering ditimbang untuk mengetahui 
rendemennnya. 
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Hidrolisis Ikan Layang dengan Isolat 
Protease Getah Biduri 
Reaksi hidrolisis dilakukan dengan 
cara : tepung ikan layang dengan jumlah 
tertentu dicampurkan dengan larutan buffer 
fosfat pH 7 dengan rasio bahan 1 : 8 (w/v), 
larutan tepung ikan layang yang dihasilkan 
kemudian ditambahkan enzim protease pada 
konsentrasi tertentu. Suspense selanjutnya 
dipanaskan pada suhu 50 0C (suhu optimum 
protease) dengan waktu 30, 60 dan 90 menit, 
selanjutnya dimasukkan dalam air mendidih 
selama 10 menit untuk menonaktifkan 
enzim. Campuran selanjutnya ditambahkan 
dengan 1 % CMC; 2 % gula dan 2% garam 
dapur selanjutnya diaduk sampai mengental, 
kemudian dihamparkan dalam Loyang dan 
dikeringkan dalam oven analitik pada suhu 
45 0C. Sampel yang telah kering dihaluskan 
dan diayak dengan ukuran 80 Mesh.  
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Kadar Air 
Salah satu karakteristik proksimat 
yang sangat penting pada produk pangan 
adalah kadar air, hal ini dikarena air dapat 
mempengaruhi mutu organoleptik seperti 
kenampakan, tekstur dan cita rasa pada 
produk pangan (Cahyono et al. 2019). Nilai 
kadar air flavour ikan layang (Decapterus sp.) 
dapat dilihat pada Gambar 1.  
Gambar 1. Histogram Kadar Air Flavour 
 
Hasil analisis sidik ragam 
menunjukkan bahwa konsentrasi enzim 
protease biduri dengan waktu hidrolisis tidak 
memberikan pengaruh nyata (p>0,05). Nilai 
kadar air terbaik pada perlakuan konsentrasi 
protease biduri 1,5% dengan waktu 
hidrolosis 90 menit adalah  47,84%. Hal ini 
diduga tahap pemanasan atau perebusan 
berperan penting dalam penurunan kadar 
air. Pemanasan atau perebusan 
menyebabkan pemecahan struktur daging 
pada satu rantai polipeptida yang 
mengakibatkan denaturasi, sehingga 
kemampuan daya mengikat air pada daging 
menghilang. Menurut Wodi et al. (2019) 
bahwa daging yang dimasak dengan waktu 
pemasakan bertingkat dapat mengakibatkan 
hilangnya cairan dalam daging. 
Nuhriawangsa dan Kartikasari, (2006) 
menambahkan bahwa waktu pemanasan 
yang berbeda dapat menurunkan kandungan 
air daging dan kandungan protein terlarut 
pada daging.   
 
Protein Terlarut 
Protein terlarut merupakan asam-
asam amino atau oligopeptida yang 
sederhana sehingga muda diserap oleh 
tubuh (Setyawan 2015). Pengujian protein 
terlarut bertujuan untuk mengetahui 
sebarapa besar protein yang hilang selama 
proses ekstraksi. Nilai protein terlarut 
flavour dapat dilihat pada Gambar 2. 
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Gambar 2 Histogram Protein Terlarut Flavour 
 
Berdasarkan Hasil analisis sidik 
ragam menunjukkan bahwa konsentrasi 
enzim protease biduri dengan waktu 
hidrolisis memberikan pengaruh nyata 
(p<0,05). Total protein tertinggi pada 
konsentrasi enzim protease biduri 2,5% 
dengan waktu hidrolisis 60 menit sebanyak 
86,83%. Berdasarkan uji lanjut Duncan, 
menunjukkan bahwa semakin tinggi 
penambahan enzim protease biduri maka 
semakin tinggi pula kadar protein yang 
terlarut dalam bahan. Hal ini dikarenakan 
enzim protease biduri berperan sebagai 
katalis dalam mendenaturasi protein. 
Menurut Tatontos et al. (2019 proses 
pengolahan baik pemanasan, pendinginan, 
dan pembekuan dapat menurunkan kadar 
protein dari produk tersebut. 
 
Total Asam Amino 
Asam amino terpadat pada struktur 
protein. Asam amino mempunyai gugus 
fungsi karboksil (-COOH) dan gugus amina 
(biasanya -NH2). Pada umumnya gugus 
amino terikat pada atau C (alfa) atau  dari 
gugus karboksil (Cahyono dan Rieuwpassa 
2017; Puspita 2020). Histogram total asam 




Gambar 3. Histogram Total Asam Amino Flavour 
 
Berdasarkan Hasil analisis sidik 
ragam menunjukkan bahwa konsentrasi 
enzim protease biduri dengan waktu 
hidrolisis memberikan pengaruh nyata 
(p<0,05). Total asam amino tertinggi pada 
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dengan waktu hidrolisis 90 menit sebesar 
3,11%. Berdasarkan uji lanjut Duncan, 
menunjukkan bahwa semakin tinggi 
penambahan konsentrasi enzim protease 
biduri maka akan semakin tinggi pula nilai 
asam amino yang terdapat pada flavour ikan 
layang (Decapterus sp.). Hal ini diduga 
konsentrasi enzim protease biduri juga 
berperan aktif sebagai antioksidan yang 
dapat menghambat terjadinya osidasi lemak 
penyebab ketengikan yang dapat 
munurunkan nilai asam amino dari flavour. 
Menurut Widayati (2020) bahwa antioksidan 
merupakan senyawa yang dapat menunda, 
memperlambat dan mencegah proses 
oksidasi lipid. 
Karakteristik Sensori 
Pengujian organoleptik merupakan 
pengujian yang didasarkan pada proses 
pengindraan (Juliana et al. 2020). Nilai 
pengujian umumnya meliputi rasa, aroma, 
warna, dan kesukaan. Histogram nilai 
organoleptik dapat dilihat pada Gambar 4. 
 
Gambar 4. Histogram Nilai Organoleptik Flavour 
 
Penentuan perlakuan terbaik dalam 
uji organoleptik menggunakan metode 
indeks efektivitas (De Garmo 1999). Metode 
ini mengelompokkan data kuantitatif melalui 
uji kadar air, protein terlarut dan total asam 
amino yang telah dilakukan. 
Berdasarkan uji Kruskal Wallis nilai 
organoleptik flavour menunjukkan bahwa 
konsentrasi enzim protease biduri 1,5% 
disetiap parameter uji (rasa, aroma, warna, 
dan kesukaan) merupakan perlakuan terbaik 
dengan nilai berkisar antara 5,27-5,90. Hal 
ini dikarenakan konsentrasi protease biduri 
1,5% waktu hidrolisis 60 menit mampu 
memecah struktur protein menjadi asam 
amino sederhana salah satunya asam 
glutamate. Menurut Viyanti et al. (2019) 
asam glutamat merupakan bagian asam 
amino non esensial di alam. Asam glutamat 
merupakan sumber umami yang 
memberikan rasa gurih pada makanan pada 
suatu makanan. Selain itu, protease biduri 
juga berperan proses pemecahan protein 
menjadi asam amino. Berdasarkan hasil 
penelitian konsentrasi protease biduri 1,5% 
mengasilkan total asam amino yang lebih 
tinggi dibandingkan dengan konsentrasi 
2,0% dan 2,5%. Menurut Kiyat   et al. (2019) 
tingginya atribut rasa pada organoleptik 
disebsbkan oleh tingginya kadar asam amino 
dan beberapa senyawa pembentuk aroma 
yang dihasilkan dari proses hidrolisis. 
Berdasarkan hal terbebut sangat 
mempengaruhi nilai warna dan tingkat 
kesukaan dari konsumen terhadap flavor 
ikan layang. 
KESIMPULAN 
Berdasarkan hasil dan pembahasan 
di atas maka dapat disimpulan bahwa 
konsentrasi enzim protease biduri 1,5% 
dengan waktu pemanasan 60 menit 
5,90 
5,35 5,27 5,27 5,23 
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merupakan perlakuan terbaik dalam 
menghasilkan flavour ikan layang.  
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